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酸素種の上昇と組織傷害について、ミトコンドリアの電子伝達系に影響を与えることが in vitro で
知られるようになった非ステロイド系抗炎症薬；nonsteroidal anti-inflammatory drugs, NSAIDs









selective estrogen receptor modulators, SERMs の作用を併せて検討した。 
 
第６章では、 



























 スーパーオキシドアニオン superoxide anion, O2・−は生体内で最初に発生するのフリーラジカルと
して、その後の連鎖反応の起点になることから大変重要である。その細胞内の主な発生源は、ミト
コンドリアと細胞膜の NAD(P)H oxidases, NOXs である。 
NOXs は生体膜に複合体を作り酵素活性を発揮する。細胞質には nitric oxide synthase, NOS があ





ら NADH として回収した電子は電子伝達系 complex I：NADH dehydrogenase に受け渡され、内
膜と外膜の間の間隙にある CoQ を経由して complex III : ubiquinol-cytochrome-c reductase に渡
され、最後はチトクローム c；cytochrome c から complex IV: cytochrome b oxidase により、1/2O2
に 2 個の電子が渡されて H2O となる。この過程で電子が漏れ出し、フリーラジカルの発生源とな
るのは complex I と complex III である[3]。漏れ出した１電子が O2を還元するとスーパーオキシ





するマンガンスーパーオキシドジスムターゼ; manganese superoxide dismutase, MnSOD が存在
し、直ちに過酸化水素 hydrogen peroxide (H2O2)に不均化される。 
2 O2・− -＋2H+	 →	 O2＋H2O2 
SOD は O2・− を酸素 (O2) と過酸化水素 (H2O2) に不均化する酵素で、活性中心にマンガンイオン 
(Mn SOD)、または銅イオンと亜鉛イオン (Cu/Zn SOD)のような金属イオンを持つ。細胞質に存在
するSODはCu/Zn SODである。O2・−やH2O2はミトコンドリア外膜を透過して細胞質に拡散する。 
H2O2はカタラーゼ catalase やグルタチオンペルオキシダーゼ glutathione peroxidase, GPx によ
り H2O に無毒化される。H2O2は比較的安定で細胞内に留まってレドックスシグナリングと呼ばれ
るジスルフィド結合を介したシグナル伝達のメディエーターとしても働く[6, 7]。しかし何かの要
因で消去系を上回って O2・−の生成が高まり H2O2 が上昇すると、いわゆる酸化ストレスとなって
種々の活性酸素種 reactive oxygen species, ROS が生成される。H2O2は金属イオンの存在下でヒ
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ドロキシラジカル hydroxyl radical, ・OH を生じる[8]。 
・OH は極めて反応性が高く傷害性が強い。生体分子をラジカル反応の連鎖に巻き込み、最終的に
生体膜の脂質を過酸化し DNA を損傷して細胞を傷害する。 
 
2-2-3  NOXs は生体膜に存在する 





運動などを制御していることがわかっている [10][11]。NOX2 は貪食細胞の食胞に於いて O2・−を




2-2-4  NOS は細胞質に存在する 
	 Nitric oxide synthase, NOS は NADPH から電子の供与を受けアルギニンと O2からフリーラジ
カルである一酸化窒素; nitric oxide, NO・を生成する。発現する細胞により３つのアイソフォーム
が知られている。血管内皮細胞に発現する eNOS、神経細胞に発現する nNOS、もう一つは免疫細
胞で炎症部位で発現誘導される iNOS である。eNOS, iNOS は恒常的に発現しており恒常性の調整














2-3  フリーラジカル・活性酸素種の検出方法 
 
2-3-1  各種検出方法 
	 フリーラジカルおよび活性酸素種は反応性が高く、消失が速く捕えるのが難しい。 
 
ESR スピントラッピング法：	  
ラジカルをスピントラップ剤で補足し、安定な別の化合物に取り込ませた状態で寿命を伸ばして、
電子スピン共鳴法; electron spin resonance, ESR で測定するもので、スペクトル波形によりラジ
カル種を特定できるという特徴を持つが、イメージングには適用できない。 
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8-OHdG：	  










ウンティングカメラや、高感度冷却 CCD が必要。 
 











2-４  生体内ライブイメージング 
 





















3-1 好中球の食菌と食胞内殺菌 in vitro 
 
	 これまでに NOX が関与する好中球の食胞内で生成する ROS について、検出試薬として
Aminophenyl Fluorescein (APF)[16]を用いて in vitro, in vivoで動画による画像化を行い結果を得
ている。APF はそれ自体ほとんど自家蛍光がなく O2・−や NO・とは反応せず、・OH−, ONOO−,  




	 ROS の蛍光プローブとして APF を使用。 
ラット腹腔に５％カゼインを注射して好中球を誘導し 16 時間後に回収した。 
シャーレで黄色ブドウ球菌と 10%FBS 含 RPMI1640 培地（Sigma Aldrich）中で共培養した。 
培地中に APF 10 µM を添加した。 





Fig. １	 好中球の食菌に伴い産生される ROS による蛍光 





	 培地中に含まれる APF はほとんど蛍光を発しなかったが、好中球の食胞内に取り込まれた瞬間


















−OCl だったので、APF を選択した。 
 
 




観察局所に CINC-1（ラット IL-8 様ケモカイン）を 100 ng (10 µg/mL ×10 µL)滴下した。 
好中球の血管外遊走を確認して、APF を滴下した（25 µM ×20 µL）。 
























Fig. 3 ラット腸間膜での好中球 Oxidative burst 
CINC-1 を滴下し、血管外に遊走した好中球に APF を作用させた。a, 明視野画像。b, 蛍光画像 
 
a b 
 - 8 - 
3-2-2 結果概略 
	 血管外に遊走した好中球から激しく ROS が放出される Oxidative burst が観察され、組織傷害
により血管から微小出血が起こった。 
 
蛍光プローブを in vivo 適用するにあたり、DCFH も試してみたが、自己酸化による蛍光の増大が




















MnSOD を強制的に発現増強したがん細胞株を用いて検討したところ、細胞内 ROS 濃度が高いほ
ど、膜運動が激しいことがわかった。NOX 阻害剤では抑制されなかったことから、ミトコンドリ
ア由来の ROS であっても細胞内濃度が高まると細胞運動に関与することがわかった[18]。 
 
一連の映像をまとめたコンテンツ ”CancerDance” はアメリカ細胞生物学会 American Society for 






Fig. ４ 細胞周囲の膜運動 
 














ついて、インドメタシンによる小腸粘膜傷害を例に in vivo ライブイメージングを用いた方法で論
じる。 
インドメタシンをはじめとする NSAIDs はミトコンドリアの電子伝達系に影響を与え、ROS の生
成を増加させることが in vitro の実験で明らかになってきた。そこでインドメタシンについて、動
物モデルを用いて in vivo で消化管組織傷害と ROS の関係を検討した結果を述べる。 
 
 
4-1-1  NSAIDs 起因性消化管粘膜傷害 
	 アスピリンやインドメタシンなどの非ステロイド性抗炎症薬; nonsteroidal anti-inflammatory 
drugs, NSAIDs は、関節炎、炎症、および心臓血管保護のために最も一般的に処方されている薬物
である[19]。しかし、長期にわたる投与は潰瘍やびらんなどの消化器合併症を引き起こすことが知
られてる[19]。NSAIDs 起因性粘膜傷害の病態生理は、胃粘膜では NSAIDs によるシクロオキシゲ









が望まれる。NSAIDsはミトコンドリアの電子伝達系 Complex Iを障害して ROSを発生させる[27]。




のため、一つの説として NSAIDs がミトコンドリアからの ROS 産生を上昇させ、粘膜細胞機能を
障害することが考えられている。そこで in vitro で確認された NSAIDs による ROS 生成と細胞障
害が、より高次の構造である生体内の組織においてどのように消化管粘膜傷害の病態に関連するの
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4-1-2 粘膜傷害の先行検討例 
	 動物を生かしたまま 2 点以上の時間ポイントで経過を観察し比較することにより、ある１点の時
間ポイントの比較では違いが無いように見える場合でも、その後の時間経過による変化に違いが見





















	 インドメタシン Indomethacin は和光純薬（大阪、日本）より、Aminophenyl fluorescein, APF は積
水メディカル（東京、日本）より購入した。Propidium iodide, PI は Sigma-Aldrich(St. Louis, MO, USA)
から、 Guava ViaCount reagent は EMD Millipore (Burlington, MA, USA)よりそれぞれ購入した。レバ





	 雌性 7 週齢 ICR マウスを日本エスエルシー（浜松、日本）から購入し、23℃±２℃、湿度 50%
±10%、12 時間の明暗サイクルの条件下で予備飼育した。インドメタシン及び rebamipide を 0.5%
Fig. 5 The desquamation of 
impaired epithelial cells and cell 
death in colonic mucosa were 
determined by in vivo microscopic 
live imaging and propidium iodide 
staining. The bright field images 
were acquired 2 hours after 
removing remains in the colon. 
 
from reference 14 
Gastroenterology 2012 Oct;143(4):1027  
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カルボキシメチルセルロース（CMC）に懸濁した。マウスに indomethacin を 20 mg/kg の用量で
ゾンデを使って経口投与した。レバミピド投与群では、indomethacin 投与の 10 分前に rebamipide 
30mg/kg を経口投与した。コントロール群は 0.5%CMC を投与した。処置を受けたマウスは、自
由摂食、飲水の条件で飼育を続け、12 時間後に蒸留水に溶解したウレタンを 1.75 g/kg の割合で背
部皮下に注射して麻酔を施した。腹部を剃毛後、電気メスを用いて 1.5 cm ほど正中線に沿って腹
膜に切開を加え、小腸を体外に引き出した。腸管の観察部位に長軸に沿って約 2 cm の長さで電気
メスで切開し、粘膜面を直視できるようにした。残存する腸管内容物を粘膜を傷つけないように物
理的に除去し、生理食塩水を滴下して粘膜表面を静かに水彩画用筆 NR2（サクラクレパス、大阪、
日本）でなぞり洗った。残存した生理食塩水をろ紙で吸引した後に生理食塩水で 5 µM に調整した
APF を 20µL 滴下した。滴下から 15 分後に粘膜面を正立型蛍光顕微鏡 Optiphoto (ニコン、東京、
日本)で B２フィルターセットを用いて APF の蛍光画像を撮影し、同じ視野で明視野画像を撮影し
た。その後マウスを生かしたまま 34℃に保ったプレートの上で 90 分間静置し、その間に細胞死し
た粘膜上皮細胞を検出する目的で生理食塩水で 5 µg/mLに調整した propidium iodide (PI)を 10 µL
粘膜面に滴下して、G フィルターセットを用いて PI の蛍光画像を撮影した。実験は３度繰り返し
行い再現性を確認した。取得した画像からランダムに選んだ６視野で蛍光強度を ImageJ 1.45s 






0.5 cm）を 10 回なぞり、筆に付着した脱落細胞を 1mL の生理食塩水に再浮遊させ、この操作を 3
回繰り返して脱落細胞を回収した。これを Guava ViaCount Reagent で染色し、Guava EasyCyte 







のように行った。生理食塩水に 1%で溶解したエバンスブルーEvans blue (東京化成工業、東京、


























4-3-2 ライブイメージングによる空腸粘膜組織の ROS 検出と死細胞検出 
 上記の結果を考慮して、エバンスブルーの漏出のない、従来法では傷害が確認できない小腸上部
空腸で粘膜の状態を知るために顕微鏡ライブイメージング観察を行った。空腸粘膜を明視野顕微鏡








Fig. 6  The images of the small intestines 12 hours 
after indomethacin administration.  
 
(a) The ulcers associated with intestinal contents 
developed in the lower small intestine. The arrows 
indicate the perforations confirmed from the outside of 
intestinal tract. (b) The perforations in the mucosa 
observed from inside of intestinal cavity by using 
microscope. (c) Image of the small intestine with evans 
blue staining.  The mouse was administrated 0.01 mL 
of 1% Evans blue 15 min before sacrifice. longitudinal 
incision was performed to show the mucosal surface of 
small intestine. The typical leakages of dye were 
observed in the lower part of small intestine. 
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強い蛍光が認められ ROS 濃度が高いことがわかった。これに対し溶媒投与のコントロールではほ
とんど蛍光が認められず、レバミピドを事前投与したマウスでは蛍光が弱かった（Fig. 7 b, e, h）。
そのまま 90 分間放置し、P I 染色をしたところ、インドメタシン投与マウスでは剥離して腸内腔に
脱落し集積した粘膜上皮細胞の死細胞が多数染色された（Fig. 7 c, f, i）。一方コントロールでは絨
毛の先端に PI 染色陽性の死細胞がわずかに検出されるのみだった。またレバミピド事前投与マウ
スではインドメタシン単独よりも PI 陽性細胞が少なかった。蛍光強度を視野毎に計測し集計した
ところ、ROS の生成量を表す APF の蛍光強度はインドメタシン投与でコントロールに比べ有意に
高く、レバミピドの事前投与はこの上昇を有意に抑制した (Fig. 8 a)。死細胞数を反映する PI 画像
の蛍光強度の比較でもインドメタシン投与群で有意に高く、レバミピド投与で有意に抑制された







Fig. 7  Representative images of live imaging of mouse small intestine (jejunum).  
 
(a), (d), (g): Bright-field images 12 hours after po administration of indomethacin or vehicle. (b), (e), (h): 
Fluorescence images after application of APF on the mucosal surface for 15 min. The epithelial cells 
producing ROS were observed. (c), (f), (i): PI fluorescence images taken 90 min after the initial mucosal 
clean up. The dead cells were shown as fluorescent dots. Scale bar: 100 μm; magnification of each image is 
same. 















Fig.  8  The amount of ROS generation and the number of epithelial dead cells  in the areas of the 
small intestinal mucosa (jejunum) that macroscopically appeared to be uninjured.  
(A) The amount of ROS generation measured from the APF fluorescence images. (B) The number of dead 
cells calculated from PI fluorescence images.  The images were taken with the same settings shown in 
Fig. 3. n=6, mean ± S.E. ** p<0.05, ANOVA followed by the Tukey method.  
Fig.  9  Comparison of the number of detaching 
cells by the mucosal brushing. 
The detaching cells were obtained by wiping the 
small intestinal mucosa with a painting brush. 
Numbers of the detaching cells were counted by 
flow cytometry after staining with the Guava 
ViaCount Reagent. n=4, mean ± S.E. ** p<0.01, 
ANOVA followed by the Tukey method. 
















4-4-2 ミトコンドリア由来 ROS の関与 
	 ROS は消化管粘膜傷害に関与することが知られている。 Kwiecien らは ストレスによる胃粘膜
損傷のモデルである水浸漬拘束ストレス（WRS）ラットにおいて、胃粘膜組織の過酸化が胃病変
形成に関与することを報告している[32]。 彼らのモデルでは、組織の ROS 消去系、SOD および
グルタチオン GSH の産生がストレスによって減少していた。細胞内 ROS 生成の 2 つの既知の主
要な供給源は、ミトコンドリア呼吸鎖および細胞膜に存在する NADPH オキシダーゼ（NOX）で
ある。 炎症性サイトカイン・ケモカインは、NOX の活性化を介して ROS を生成し、プロスタグ
ランジン産生を誘導する[33]。 一方、ミトコンドリア機能障害による細胞質への ROS 漏出は、ア
ポトーシスなどの細胞事象を引き起こす。 
ミトコンドリアからの ROS は、NSAIDs 起因性消化管傷害において重要な役割を果たすことが知
られている[34, 35]。ミトコンドリア呼吸鎖の complex I および complex III が ROS の主な発生源
であり、漏れ出した電子により O2が 1 電子還元されて O2・−が生成される[36]。ミトコンドリア呼
吸鎖は、ROS による有害な影響を受ける重要な標的でもある。ミトコンドリアが ROS により損傷
を受けると、シトクロム c および他のアポトーシスを誘導するタンパクが細胞質に放出され、カス
パーゼを活性化してアポトーシスが引き起こされる[37]。 NSAIDs はミトコンドリアの電子伝達
系 Complex I を障害して ROS を生成する[38]。これによりミトコンドリア内膜間隙から細胞質へ
シトクロム c が放出され、カスパーゼ 9 およびカスパーゼ 3 の活性化および細胞脂質過酸化を引き
起こし、アポトーシスに至る[39, 40, 41, 42]。またミトコンドリアの脱共役（アンカップリング
uncoupling）による酸化的リン酸化阻害は細胞内 ATP の濃度を低下させ、Ca2 +をミトコンドリア
から漏出させ、細胞浸透圧の不均衡およびタイトジャンクションによる細胞間接合の喪失をもたら
し、粘膜の透過性および粘膜損傷を増加させる[43]。 




以前に in vitro の培養胃粘膜上皮細胞においてレバミピド処理が MnSOD [28]の発現をアップレギ
ュレートすることを報告した。 MnSOD はミトコンドリアに局在しミトコンドリア特異的に O2・−
を除去する酵素で、組織損傷に関与する ROS を減少させることが報告されており、MnSOD を過
剰発現する細胞は酸化ストレスに耐性であることも報告されている[2, 44, 45, 46, 47]。 
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以上より、今回のマウスモデルで観察された APF 蛍光は、インドメタシン投与により損傷された





	 ミトコンドリア機能障害に起因する ROS 産生により粘膜細胞が物理的な刺激に対して脆弱にな

























	 ホモシステイン；Homocysteine, Hcy は、含硫チオール基をもつ非必須アミノ酸で、タンパク質
を構成しないアミノ酸である。必須アミノ酸であるメチオニンの脱メチル化の代謝過程で中間代謝
物として生成される[56]。システインに代謝される過程で Vitamin B6, VB6 を必要とする。Hcy
は再メチル化によってメチオニンに戻るが、その過程の一端を葉酸回路が担い、葉酸、Vitamin B12, 
















が小胞体ストレス Endoplasmic reticulum stress, ER stress に起因することが近年明らかになっ
てきた[63]。ER でのタンパク質フォールディングにはジスルフィド結合が関与するが[64]、Hcy
がどのように ER ストレスを惹起するか、メカニズムはまだわかっていない。 













Fig. 10	 ホモシステインの代謝	  Int. J. Mol. Sci. 2016, 17, 1733 (文献[56]) より 
	   
Fig. 11	 ホモシステイン関連アミノ酸の構造 
ホモシステイン 
ホモシスチン 
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5-1-4 ホモシステインと骨質 





すこと[70] 、また Hcy がコラーゲン分子を酵素的に架橋するリジルオキシダーゼ Lysyl oxidase





そこで、in vitro の培養系でマウス骨芽細胞株 MC3T3 E1 細胞を用いて、Hcy により誘導されるア
ポトーシスと LOX 発現に対する ROS 産生の影響を調べた。さらに骨粗鬆症の治療に用いられてる
選択的エストロゲン受容体調節薬; selective estrogen receptor modulators（SERMs）の一つバゼ
ドキシフェン bazedoxifene の作用を検討した。試験は Hcy を作用させてから 18 時間以内のアポ
トーシス誘導と、ROS 産生、およびカスパーゼの発現を蛍光プローブを用いて検討した短期培養
と、比較的低濃度の Hcy を 14 日間作用させた長期培養で LOX 発現と酸化ストレス存在下で生成
が増加すると言われる最終糖化産物；AGE であるペントシジンの集積を免疫染色、ウエスタンブ






	 MC3T3-E1 細胞は BRC: Riken Bio Resource Center（筑波、日本）より購入した。αMEM 培地（フ




および抗 LOX ウサギポリクローナル抗体（NB110-59729）は、Trans Genic（熊本、日本）およ
び NOVUS（Littleton, CO, USA）から購入した。抗 MnSOD 抗体 (ab13533)は Abcam (Cambridge, 
UK)から購入した。ヨウ化プロピジウム: Propidium Iodide（PI）および 17βエストラジオール(E2)
は、Sigma-Aldrich（St. Louis, MO, USA）から購入した。 CaspaTag, caspase in situ assay kits 
は、Merck Millipore（Billerica, MA, USA）から購入した。バゼドキシフェン:bazedoxifene acetate 
(BZA)は、Pfizer（New York, NY, USA）によって親切に提供された。バゼドキシフェンおよび 17
βエストラジオールは DMSO に溶解し、Hcy は蒸留水に溶解した。ウエスタンブロットに用いた
LOX に対する rabbit monoclonal 抗体（ab174316）は Abcam から、ベータアクチンに対する rabbit 
monoclonal 抗体（＃4970S）は Cell Signaling (Danvers, MA, USA)から購入した。ヤギ抗 rabbit 




	 マウス胎仔頭蓋冠由来の骨芽細胞株、MC3T3-E1 細胞を 3.5 cm 径ディッシュに 4×104/dish で播
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種し、5% FBS、1% penicillin-streptomycin 添加フェノールレッド不含のαMEM 培地で、5% CO2、
37℃で培養した。アポトーシス、ROS 生成、及びカスパーゼ活性化については、サブコンフルエン
トになった細胞にホモシステインを作用させ 18 時間以内の培養で検討した。 
LOX の発現とペントシジンの集積を試験するために、MC3T3-E1 細胞を 5% FBS、 1% 
penicillin-streptomycin 添加フェノールレッド不含のαMEM 培地 で、5% CO2、37℃で 14 日間培養
した。コラーゲン生成を促すために培地にはアスコルビン酸 50µg/mL を添加し、αMEM 培地に初




	 MC3T3-E1 細胞を Hcy と bazedoxifene または 17βestradiol を添加して、または添加せず、最終濃
度が 10µg/mL になるように PI を添加して 18 時間培養した。 PI は生細胞の細胞膜は透過せず、死
んだ細胞で膜を透過して核を染めるため、死細胞を検出できる。死細胞の数を評価するため、核が





5-2-4 細胞内 ROS の検出 
	 MC3T3-E1 細胞を Hcy と bazedoxifene または 17βestradiol を添加して、または添加せず培養して
5 時間後に、ROS 検出蛍光プローブである APF を 10 µM の濃度になるように加えた。さらに 3 時
間培養を続けた後、共焦点レーザー顕微鏡で励起波長 488 nm、発光波長 515 で蛍光画像を撮影した。
取得した画像は、ImageJ 1.45s soft ware (NIH, USA)を用いて、細胞面積に対する閾値以上の蛍光陽




	 Hcy が誘導するアポトーシスの経路を知るためにカスパーゼ 3, 8, 9 の活性化状態を CaspaTag in 
situ assay kits を用いて検出した。MC3T3-E1 細胞を 3 mM の Hcy を添加して、または添加せずに 13
時間培養した後、製品製造者のプロトコルに従い CaspaTags 蛍光試薬を添加してさらに１時間培養
を続け、その後リン酸緩衝 4% パラフォルムアルデヒドで細胞を固定し、キットに内包された
Hoechst で核染色した。そして共焦点レーザー顕微鏡で CaspaTag の蛍光画像を撮影し、ImageJ soft 
ware で細胞面積に対する蛍光陽性領域面積の比率を求め、カスパーゼ活性化の指標とした。表示
は Hcy を加えず培養したコントロールを１として相対化して表した。 
 
5-2-6 長期培養におけるリジルオキシダーゼおよびペントシジンの免疫染色 
	 MC3T3-E1 細胞を 100 µM のアスコルビン酸存在下で Hcy 300 µM、bazedoxifene および 17β
estradiol を添加、または添加せずに 14 日間培養した。14 日目に細胞を 4% パラフォルムアルデヒ
ドで固定し、抗 LOX 抗体、または抗ペントシジン抗体を一次抗体として用い、定法に従い、biotin
標識二次抗体と ABC キット(Vector laboratory, Burlingame, Canada)で増幅してストレプトアビジン
Alexa488（Thermo Fisher scientific, Waltham, MA, USA）で蛍光標識し、DAPI により核染色し封入し
た。共焦点レーザー顕微鏡で蛍光画像を撮影し、ImageJ soft ware により蛍光強度を測定した。核染
色画像から細胞数を計測し蛍光強度を除して標準化した。 
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5-2-7 遺伝子発現解析 
	 Lox 遺伝子発現の解析のために、定量的リアルタイム PCR を行った。14 日間培養した MC3T3-E1
細胞から total RNA を抽出した。一本鎖 cDNA の合成に 2μg の total RNA を使用した。SYBR green 
chemistry（TAKARA BIO、滋賀、日本）を用いて、最適化プロトコール[73]に従って Lox、および
ハウスキーピング遺伝子、hydroxymethylbilane synthase（Hbms）の mRNA レベルを決定した。リア
ルタイム PCR は、Takara TP760 および TP810（TAKARA BIO）を用いて 25μL の反応容量で 1μL
の cDNA を用いて行った。二本鎖 DNA 特異的色素 SYBR Green I は、Lox では AmpliTaq Gold™360 
Master Mix（TAKARA BIO）の PCR バッファーに加えて、PCR 産物の定量的検出を可能にした。 PCR
条件は、Lox については 95℃で 30 秒間、95℃で 5 秒間の変性を 55 サイクル、60℃で 1 分間アニー
リングと伸長を行った。プライマー配列およびフラグメントサイズを以下に示す。 
 
Lox:  5’-ACGACTGTCCCCAACC TAAG-3’  
 and 5’-GCCAGACATTCCATGGATTTGAA-3’ (250 bp)  
Hmbs: 5’ -GAGTCTAGATGGCTCAGATAGCATGC-3’  
 and 5’ –CCTACAGACCAGTTAGCGCACATC-30 (222 bp).  
 





皿に播種し、上述のように培養した。 細胞がコンフルエントになった後、各薬剤を添加し 14 日間
処理した。 細胞を氷冷 PBS で洗浄したのち、ホスファターゼ阻害剤カクテル（Sigma P0044）およ
びプロテアーゼ阻害剤カクテル（Sigma P8340）を含有する細胞溶解緩衝液（Sigma C2978）中で氷
上でこそぎ落とした。細胞溶解物を回収し、4℃、15,000rpm で 15 分間遠心分離した。 細胞溶解物
を 10％SDS-PAGE を用いて電気泳動し、PVDF 膜に移した。 ブロットを 5％ウシ血清アルブミン
（BSA）を含有する TBST で室温で 1 時間グロッキングした。 次に、ブロットを 1：1000 で希釈
した Lox 抗体を用いて穏やかに振盪しながら 4℃で一晩インキュベートした。 これらのブロット
を TBST でよく洗浄し、室温で 1 時間、TBST 中のビオチン結合ウサギ抗マウス IgG の 1：1000 希
釈液とともにさらにインキュベートした。次いでブロットを 3 回洗浄し、SuperSignal West Dura 

















5-4-1 ホモシステインが誘導する MC3T3-E1 細胞のアポトーシス 
	 マウス骨芽細胞 MC3T3 E1 細胞を Hcy を高濃度で添加して培養すると、添加 12 時間を経過し
た頃から、Fig.12 に示すように apoptotic body と呼ばれる小胞に分断される過程を伴い、PI 染色
で核の凝集が確認され、アポトーシスに特有の形態変化[66]による細胞死が観察された。 
各種濃度の Hcy を作用させ 18 時間後の段階で PI 染色陽性の死細胞の数を測定したところ、Hcy
の濃度依存的にアポトーシスが誘導され Hcy 10 mM で顕著にアポトーシスが誘導された。しかし
１mM 以下の濃度の Hcy ではアポトーシスは誘導されなかった (Fig. 13 a, b)。 
アポトーシスに先立ち Hcy 添加８時間後に ROS の蛍光プローブである APF の蛍光強度で ROS の
生成を測定したところ Hcy は濃度依存的に MC3T3-E1 細胞の ROS 生成が上昇していた(Fig. 13 c, 
d)。注目すべきことに、300 µM の Hcy は有意に ROS 生成が上昇したにもかかわらず、アポトー
シスは誘導されなかった。細胞内の ROS 生成源を示す APF の蛍光の局在は、MnSOD の免疫染色
で示されるミトコンドリアの位置に一致していた（Fig.14 a, b）。 
ミトコンドリア由来の ROS は Capase-9 を活性化してアポトーシスを引き起ことが知られている
ため、3mM の Hcy 添加によって誘導されるアポトーシスの過程で活性化される Caspase の経路
を CaspaTag 蛍光試薬を用いて確認した。Fig. 15 に示すように、Caspase-9, Caspase-8, Caspase- 





    
    
 
Fig. 12  Detection of homocysteine (Hcy)-induced apoptosis by timelapse recording.  
A living cell is shown after 10 mM Hcy treatment for 16 h (a). Apoptotic bodies were appeared on cytoplasmic 
membrane after 10 min from a (b), and cell death with nuclear and cytoplasmic condensation was observed 
after 20 min from b (c). The apoptotic cells with nuclei condensation were stained by propidium iodide (d), and 
the image was merged with phase contrast (e)  
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Fig. 13  Effects of homocysteine (Hcy) on apoptosis and reactive oxygen species production in MC3T3-E1 cells.  
a, b Hcy or vehicle was added for 18 h after the cells reached subconfluence. Apoptosis was evaluated by 
propidium iodide staining. Representative pictures of three different experiments are shown (a). The scale bar is 
100 µm. The average value of fluorescently stained cells was evaluated (b). Results are expressed as the mean ± 
SEM fold increase over control values (n = 20). ***P < 0.001 versus control. c, d Hcy or vehicle was added for 
5 h after the cells reached subconfluence. Intracellular reactive oxygen species (ROS) production was evaluated 
by aminophenyl fluorescein Effects of homocysteine (Hcy) on apoptosis and reactive oxygen staining. 
Representative pictures of three different experiments are shown (c). The scale bar is 100 lm. The average value 
of intracellular fluorescently stained area was used to evaluate the generation of ROS (d). Results are expressed 
as the mean ± SEM fold increase over control values (n = 6). ***P < 0.001 versus control.  










5-4-2 アポトーシスおよび ROS 生成に対する Bazedoxifen の作用 
	 Hcy 3 mM により MC3T3-E1 細胞に誘導されるアポトーシスに対して bazedoxifen および 17β
estradiol を共存させて培養した場合には、アポトーシスの誘導を抑制することが示された(Fig. 16)。
また 3 mM の Hcy で誘導される ROS 生成の上昇を bazedoxifen および 17βestradiol は有意に抑
制した (Fig. 17)。 
この ROS 生成抑制作用は、アポトーシスを誘導しない濃度の Hcy 300 µM による ROS の上昇も
有意に抑制した (Fig. 18)。 
 
 
5-4-2 長期培養での Lox 発現に対する Hcy の作用 
	 次に ROS の生成を増加させるがアポトーシスを誘導しない Hcy 300µM を添加して 14 日間の長
期間培養を行い、コラーゲンの酵素的架橋を担う LOX の発現と、非酵素的架橋反応を引き起こす
糖化産物 AGE の一つであるペントシジンの発現を免疫染色により検討した。その結果、300 µM
の Hcy の添加で Lox のタンパクレベルの発現が低下し、bazedoxife を共存させて培養することで、
Lox の発現が回復した(Fig.18 a,b)。ペントシジンの集積は Hcy の添加で増加し、bazedoxifene の
共存で低下した(Fig. 19)。Hcy による Lox の発現低下は、ウエスタンブロッティングによる検討に
よっても確かめられ(Fig. 18 c)、定量的リアルタイム PCR によって mRNA レベルでも発現が抑制
されていることが確認された(Fig 18 d)。いずれも bazedoxifen および 17βestradiol の共存で発現
低下が回復した。 
  
Fig. 15 Effects of homocysteine (Hcy) on caspase 
activations in MC3T3-E1 cells. 
Vehicle or 3 mM Hcy was added for 13 h after the 
cells reached subconfluence. The activities of 
caspases-9, 8, and 3 were evaluated by using 
CaspaTag in situ assay kits. Results are expressed as 
the mean ± SEM fold increase over control values 
(n = 10). *P < 0.05; **P < 0.01 versus without Hcy.  
Fig. 14  Images of mitochondria in osteoblastic 
MC3T3-E1 cells  
(a) The image of 3 mM of Hcy induced ROS 
generation detected by APF.  (b) The image of a 
immunostaining of mitochondria by using anti 
MnSOD antibody. 
a b 
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Fig. 16 Effects of bazedoxifene (BAZ) on homocysteine (Hcy)- induced apoptosis and reactive oxygen species 
production in MC3T3-E1 cells.  
a Hcy or vehicle with BAZ or 17b estradiol (E2) was added for 18 h after the cells reached subconfluence. Apoptosis 
was evaluated by propidium iodide staining analysis. The average value of fluorescently stained cells was evaluated. 
Results are expressed as the mean ± SEM fold increase over control values (n = 12). *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 
0.001. b, c Hcy or vehicle with BAZ or E2 was added for 5 h after the cells reached confluence. Intracellular reactive 
oxygen species (ROS) production was evaluated by aminophenyl fluorescein staining. Representative pictures of 
three different experiments are shown (b). The scale bar is 100 lm. The average value of intracellular fluorescently 
stained area was used to evaluate the generation of ROS (c). Results are expressed as the mean ± SEM fold increase 
over control values (n = 6). ***P < 0.001  















Fig. 17 Effects of   bazedoxifene (BZA) on homocysteine (Hcy)-induced reactive oxygen species 
(ROS) production in MC3T3-E1 cells.  
 
Vehicle, Hcy, or Hcy with 17b estradiol (E2) or BZA was added for 5 h after the cells reached 
subconfluence. Intracellular ROS production was evaluated by aminophenyl fluorescein (APF) 
staining. Representative pictures of three different experiments are shown (a). The scale bar is 100 
µm. The average value of intracellular fluorescently stained area was used to evaluate the generation 
of ROS (b). Results are expressed as the mean ± SEM fold increase over control values (n = 6). **P < 
0.01; ***P < 0.001  
 






Fig. 18 Effects of   bazedoxifene (BZA) on homocysteine (Hcy)-induced suppression of lysyl  oxidase (Lox) 
expression in MC3T3-E1 cells.  
Vehicle, Hcy, or Hcy with 17βestradiol (E2) or BZA was added for 14 days after the cells reached confluence.  
a,  b Immunostaining analysis using anti-Lox antibody.  a Representative pictures of three different experiments are 
shown. The scale bar is 20 µm. b The average fluorescence intensities were measured and compared under various 
conditions. The detected fluorescence intensities were normalized by cell number. Results are expressed as the 
mean ± SEM fold increase over control values (n = 8).  *P < 0.05; ***P < 0.001.  c Western blot analysis.          
a Real-time PCR. Results are expressed as the mean ± SEM fold increase over control values (n = 6).   *P < 0.05; 
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Fig. 19 Effects of homocysteine (Hcy) and bazedoxifene (BZA) on accumulation of pentosidine.  
Vehicle, Hcy, or Hcy with BZA was added for 14 days after the cells reached confluence. Immunostaining 
analysis using anti-pentosidine antibody was used to evaluate pentosidine accumulation. Representative 
pictures of three different experiments are shown (a). The scale bar is 100 µm. The average fluorescence 
intensities were measured and compared under various conditions (b). The detected fluorescence intensities 
were normalized by cell number. Results are expressed as the mean ± SEM fold increase over control values 
(n = 8). **P < 0.01  





カニズムについて多くは分かっていない。 Park ら[76]は以前に、ヒト骨肉腫細胞株である U2OS、
およびヒト正常骨芽細胞株であるHNOstを用いてHcyが用量依存的にアポトーシスを誘導するこ
とを示した。彼らの研究では、2.5mM 以上の濃度で Hcy のアポトーシス誘導が観察されており、
これは今回の知見と一致していた。さらに Park らは高濃度の Hcy が caspase-3 を活性化してアポ
トーシスを導く過程に部分的に小胞体ストレス（endoplasmic reticulum (ER) stress）が関与する
ことを示した。Hcy は骨芽細胞系を含む様々な培養細胞株で酸化ストレスを増加させることが知ら
れている。今回の研究でも MC3T3-E1 細胞で Hcy が濃度依存的にアポトーシスを引き起こすこと
を確認した。さらに高濃度の Hcy は caspase-３と同時に caspase-9 を活性化した。caspase-9 はミ
トコンドリア障害に由来する ROS によりチトクローム c の細胞質への漏出により先行して活性化
されるカスパーゼであり、Hcy により誘導されるアポトーシスの過程にミトコンドリア傷害が関与
することを示している。これを裏付けるように今回 ROS の検出に用いた APF の蛍光画像では、ミ
トコンドリアの部位に一致して強い蛍光が確認された（Fig. 14）。しかし、今回同時に caspase-8




	 エビデンスの蓄積にしたがい、血中 Hcy レベルの上昇は骨密度とは無関係に骨粗鬆症性骨折の
リスクの増加と関連していることが示されており、骨芽細胞のアポトーシスおよび骨形成の減少に




唆している。興味深いことに、低濃度の 300 µM の Hcy は MC3T3-E1 細胞の ROS 産生は増強し
たが、アポトーシスを誘導しなかった。そして 300 µM の Hcy はコラーゲンの酵素架橋を担う Lox
タンパクの発現を抑制した。さらに非酵素的架橋を作るペントシジンの細胞間マトリックスへの蓄
積を抑制した。これらの結果を総合すると、Hcy は ER ストレスにより骨芽細胞の機能を抑制し、
同時に酸化ストレスにより非酵素的 AGE 架橋を増加させたことが示唆された。これらは高ホモシ
ステイン血症が骨質の劣化に関与するという臨床的証拠を支持する。 
SERM である raloxifene が抗酸化作用を有し、H2O2の添加により培養骨芽細胞に誘導されるアポ
トーシスを抑制することが報告されている[79]。しかしながら bazedoxifene に関してはこれまで
in vitro の骨芽細胞のアポトーシスに対する作用は報告されていない。今回の研究で、活性型エス
トロゲン 17βestradiol と bazedoxifene は MC3T3-E1 細胞で Hcy により誘導される ROS 産生と
アポトーシスを有意に抑制した。加えて bazedoxifene は Hcy により抑制された Lox の発現とペン
トシジンの集積の増加を回復させることを示した。したがって、この報告は bazedoxifene が Hcy
が引き起こす酸化ストレスの骨芽細胞の生存と機能に対する有害な影響に対する有益な効果を示
す最初のエビデンスを示すものである。 















MC3T3-E1 細胞のアポトーシスならびにコラーゲン架橋に及ぼす Hcy の有害な影響を改善し、




5-5-3 エストロゲン、SERMs の抗酸化作用 
	 ところで、エストロゲンや raloxifene, bazedoxifene の抗酸化作用の作用点はよくわかっていな
い。酸化ストレスには多くの酸化剤抗酸化剤が関与しいている。主な ROS の発生源としてはミト
コンドリア電子伝達系と細胞膜では NOXs が挙げられる。これを消去するものとしてスーパーオキ
シドジスムターゼ super oxide dismutase (SOD)、グルタチオン(GSH)などがある。 
前章で述べたレバミピドのようにミトコンドリアでの O2・−消去に働く MnSOD の発現を増強して
抗酸化作用を発揮する可能性を確認するために、MC3T3-E1 細胞に 17βestradiol または




流で caspase-8 が活性化されて、cytochrome c の放出、caspase-9 の活性化が起こりアポトーシス
が誘導されることが報告されていた[83]。そして、Hcy によってデスレセプターである Fas が発現
し caspase-8 が活性化されるとの報告もされていた[84, 85]。そして ER ストレスに応答してシャ
ペロンタンパクの GRP78 や、アポトーシス誘導タンパク CHOP が発現し、NOX4 や NOX2 が発
現しROSが上昇することが報告されてきた[86]。そして最近、HcyでもERストレスによりGRP78、
CHOP が発現上昇し、NOX4 がミトコンドリア膜で発現してミトコンドリア由来の ROS が上昇し
てアポトーシスが導かれることが報告された[87]。 
これらの血管内皮細胞での結果は、今回の我々の骨芽細胞での caspase-8 と caspase-9 が同時に活
性化された結果を支持する。また、ROS の発生源がミトコンドリアに一致していて、estrogen 及
び bazedoxifene がこれを低下させたが、作用点は MnSOD による消去ではなかったことを説明す
る。	 かつて骨細胞株である MLO-Y4 細胞では Nox1, Nox2 の発現が上昇し ROS が上昇していた
[88]ことも ER ストレスに由来するものと思われた。そして、膵β細胞を高血糖で刺激することで
起こる ER ストレスによる細胞死をエストロゲンが抑制することが報告されている[89]。最近では
エストロゲンはストレス応答転写因子である Nrf-2 の発現を上昇させることが報告されている[90]。 









コラーゲン架橋を形成する酵素の発現量を低下させる作用を主に in vitro 蛍光イメージングによって明らか






























	 血管内皮機能と各種疾病との関連に注目し、これまで in vitro で培養細胞を用いた研究は多く行
われてきたが、in vivo での検討はほとんど行われていない。 




























6-1-3 生体内での NO イメージングの先行検討例 
	 NO は血管内皮では endothelial nitric oxide synthase (eNOS)により、アルギニンを基質として
O2の存在下で NADPH から電子供与を受け生成される。これまでに本研究者はラット腸間膜の細






Fig. 21 The fluorescence image of NO generation in the 
blood vessels by DAF-2 in rat mesenterium. 
Fig. 20 Live imaging of rat mesenteric arterioles before (a) and 60 min after (b) the 
administration of Keishibukuryogan. Representative images are shown. Prior to 
Keishibukuryogan administration, erythrocyte congestion and cell-free plasma layer (plasma 
pocket) as indicators of Oketsu status (shown by arrows) were observed. At 60 min after 
administration, these Oketsu symptoms were resolved. 
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6-1-4 一酸化窒素 NO 検出蛍光プローブ 
	 NO の検出に用いた DAF-２DA はアセチル基を２つ持ち、脂溶性に富んで細胞膜を透過しやす
い。細胞内に取り込まれた DAF2-DA は細胞内のエステラーゼによってアセチル基が切り離され水
溶性の DAF-2 となって細胞内に留まる。DAF-2 は無蛍光だが、細胞内で産生された NO と特異的
に反応し、蛍光を発する DAF-2 T となる(Fig. 22)。これは励起光波長 495nm, 蛍光波長 515nm で











先に示した DAF-2 の NO 検出の原理からわかるように、蛍光で示されるのはその時点までに産生
された NO の蓄積量であり、リアルタイムにその時点での産生量を反映するわけではない。さらに
常に血流にさらされる血管内皮細胞では DAF-2 T 及び DAF-2 が細胞外に拡散しクリアランスされ
るため蛍光の減衰が想像以上に早く、蛍光強度の差分としても NO 産生の変化を検出することが困
難であった。そこで今回の桂枝茯苓丸の NO 産生に対する作用の検討ではこれを逆に利用して、ま
ず DAF-2 DA を血管内皮細胞に取り込ませて薬剤投与前の DAF-2 蛍光画像を取得したのち、一旦











 Fig. 22 	 DAF-2 の構造と検出原理 
	 	 	 	 manufacturer’s instruction（五稜化学）より  





	 C57B/6 マウスと Wistar ラットは日本エスエルシー（浜松、日本）から購入した。
NG-Monomethyl-L-arginine acetate (L-NMMA)は同仁化学研究所（鹿児島、日本）から、
diaminofluorescein-2 diacetate (DAF-2 DA)は五稜化学（札幌、日本）から、urethane は
Sigma-Aldrich Japan (東京、日本)からそれぞれ購入した。共焦点レーザー顕微鏡による撮影は
LSM 700, Carl Zeiss (Oberkochen, Germany)を用いた。桂枝茯苓丸エキス顆粒はツムラ（東京、
日本）の厚意により提供された。桂枝茯苓丸エキス顆粒（1 日用量 7.5 g）には、それぞれ３g のケ
イヒ、ブクリョウ、シャクヤク、ボタンピ、トウニンからの混合抽出物が含まれている。In vivo
イメージング実験は、倫理委員会の承認のもと「動物実験の適正な実施に向けたガイドライン」（日








でイメージング中のマウスに 300 mg/kg の用量で投与した。桂枝茯苓丸投与前と投与後 30 分ごと
に 180 分後まで、皮下組織血管の血流動態のリアルタイム動画撮影を行った。記録した画像から、
血管内径と血流速度を ImgeJ ver. 1.45s image analysis software (NIH, USA)を用いて計測した。 
細動脈（血管内径 10 µm ~ 20 µm）及び、毛細血管（< 10 µm）において、桂枝茯苓丸投与後、0, 30, 
60, 90, 120, 180 分後の変化を解析した。血管内径は３点において３回計測し、３匹のマウスで再






6-2-3	 ラット腸間膜血管での血流動態と NO 産生のライブイメージング 
	 実験には 9 週齢の雌性 Wistar ラットを用いた（各実験群 n = 3）。前夜より絶食させたラットに
ウレタンの皮下投与（1.5 g/kg i.s.）で麻酔を施し、腹部を剃毛後、電気メスを用いて腹膜を約 2 cm
の長さで無血的に切開した。回腸を 7~8 cm の長さで体外に引き出し、腸間膜をガラスプレート上
に広げ、塩化ビニリデン薄膜で覆い乾燥を防いだ。顕微鏡で観察する腸間膜上の血管網の上流の腸
間膜動脈にカテーテルを挿入し、観察部位の血管内に DAF-2 DA 液を灌流する経路を確保した。
Fig. 25 a, c に示すように腸間膜の血管網に流入する血管の上流部、中間部、末梢部に観察部位を
それぞれのラットで決めた。桂枝茯苓丸の NO 産生に対する作用を検討するために、次の３つの実
験群に分けて実験を行なった。DAF-2 DA を処置するのみのコントロール群、DAF-2 DA 処置と桂
枝茯苓丸の投与を行う桂枝茯苓丸群、そして DAF-2 DA と L-NMMA を処置する L-NMMA 群であ
る。桂枝茯苓丸群では、あらかじめ経食道的に胃内に留置したカテーテルを経由して 100 mg/mL
の濃度に調整した桂枝茯苓丸を 300 mg/kg の用量で投与した。L-NMMA 群では、L-NMMA を静
脈内投与するためにあらかじめ鼠径静脈にカニュレーションして投与経路を確保した。 
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NO 測定は Fig.23 に示すように、次のように行った。まず血流動態を明視野照明で動画撮影した後、
確保した経路より観察血管の内腔に 50µM に調整した DAF-2 DA 溶液を３分間灌流し、血管内皮
細胞に DAF-2 を取り込ませた。灌流終了後直ちに共焦点レーザー顕微鏡で 488nm のアルゴンレー
ザー光で励起光し、492nm のロングパスフィルターを用いて１回目の蛍光画像を取得した。その
後血管内皮細胞内の蛍光が消失するまで 30 分間放置したのち、あらかじめ胃内に留置したチュー
ブより桂枝茯苓丸の懸濁液を投与し、30 分後に DAF-2 DA の２回目の灌流を１回目と同じ手順で
3 分間行い、直ちに２回目の蛍光画像を取得した。最後に血流の明視野動画を撮影した。 
対照として、１回目の DAF-2 DA 灌流後何も投与せず 60 分後に２回目の DAF-2 DA 灌流を行なっ
たコントロール群と、桂枝茯苓丸の代わりにアルギニンの誘導体であり eNOS のアンタゴニストと
して作用して活性を阻害する L-NMMA を投与する群の 3 群で比較した。L-NMMA の投与は 2 回
目の DAF-2 DA 灌流の５分前に血管内に 25mg/kg を全身投与し、さらに DAF-2DA の灌流溶液に
2.5mg/mL の濃度で加えて 3 分間の灌流中作用させた。各群３匹のラットから６〜９視野で取得し
た蛍光画像から、注目する血管領域内の平均蛍光強度を ImageJ software を用いて計測した。 











	 統計学的解析は Prism 6 for Mac OS X (Graphpad Software Inc., La Jolla, Ca, USA)を用い、一

























Fig. 23   Experimental procedure 




















6-3-2 ラット腸間膜血管での桂枝茯苓丸の NO 産生促進作用 





対化した時の２回目の蛍光強度は、コントロール群で 101.0±2.4 %、桂枝茯苓丸群では 157.7±




Fig. 24  Changes in vasodiameter (a) and blood flow velocity (b) of mice subcutaneous arterioles (■) and 
capillaries (●) before and after administration of Keishibukuryogan. Both (a) and (b) are expressed as a 
percentage, with preadministration expressed as 100 % *P < 0.05. 
 

















Fig. 25  Imaging of the mesenteric arterioles 
before and 60 min after the administration of 
Keishibukuryogan in rats.  
 
Representative images are shown. (a) indicates 
the sites of the mesentery used for imaging and 
(b) shows the DAF-2 fluorescence images of the 
corresponding sites. The images of (a) (1)–(3) 
and (b) (1)–(3) correspond to the same site. 
Increases in NO levels were observed in all sites 
following Keishibukuryogan administration, 
particularly in endothelial cells.  (c) is a macro 
image of a rat mesenterium.  
 
(c) 





血管内皮領域の DAF-2 の蛍光が L-NMMA 群で１回目に比べ２回目の蛍光強度が有意に低下した
ことは、DAF-2 の蛍光がアルギニンを基質にした eNOS による NO 産生を反映していることを示
している。桂枝茯苓丸群で蛍光強度が有意に上昇していたことから、桂枝茯苓丸の投与が血管内皮
細胞の NO 産生を促進することが示された。 
NO は、血管内皮細胞由来の血管弛緩因子であり、血液循環の調節において極めて重要な生理活性
物質とみなされている[93]。 瘀血には NO が密接に関与すると予想されるが、特に生体内でこの
関係を調べた研究はほとんどない[94, 95, 96]。 Hirayama A らはこれまで、駆瘀血剤の一つであ




瘀血と NO 及び ROS の密接な関係を示唆している。 ところで、桂枝茯苓丸は漢方薬の代表的な駆






ニンに含まれるアミグダリン; amygdalin は末梢血を増加させることが知られており[103, 
104,105]、ケイヒアルデヒドとペオニイリンは NO に関連した経路による抗炎症作用を示すことが
報告されている[104, 106, 107, 108,109]。これらの結果から、桂枝茯苓丸の抗瘀血作用は NO と
ROS に密接に関連していることが強く示唆された。しかし、これらの報告のほとんどは in vitro
での研究報告であり、in vivo での報告はほとんどない[110]。 
 
今回のラット腸間膜細動脈のイメージング研究は、桂枝茯苓丸投与による瘀血状態の改善を DAF-2
蛍光の増加によって示すことに成功した。DAF-2 は高い NO 特異性[82]を有し、L-NMMA の処置
が蛍光強度を減少させたことから、桂枝茯苓丸の抗瘀血作用が NO 産生に関連したメカニズムによ
るものである可能性を明らかにした。NO 産生の増加は桂枝茯苓丸投与後 30 分で、主に血管内皮
Fig. 26  Changes in NO levels following the 
administration of Keishibukuryogan.  
 
DAF-2 Fluorescence intensity was significantly  
decreased in the L-NMMA group. *P < 0.05, **P < 0.01. 
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細胞において亢進していたことから、eNOS が桂枝茯苓丸の作用の標的となる酵素であることが示
唆された。この知見はアジュバント誘発関節炎モデル[101]の大動脈における eNOS および iNOS
の両方に対する桂枝茯苓丸の効果を示した以前の in vivo 研究と一致する。一方、桂枝茯苓丸の血



















NSAIDs のインドメタシンを取り上げ、in vitro で提唱されている新しい傷害メカニズムを、マウスの生体
内で確認することができた。小腸粘膜上皮細胞は、病変が形成される前から ROS 濃度が高くなって、脱落し
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